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1 Introduccion

Han sido mas de cien afios que hacemos uso de antenas y se han vuelto un elemento
imprescindible en la tecnologia de transmisién de informacidn sin cables. Las antenas son
instrumentos capaces de transformar corrientes eléctricas en ondas electromagnéticas (em) de
radio, y de manera inversa, ondas de radio en corrientes eléctricas [1]. El progreso natural de la
tecnologia, llevd de manera natural a la reduccidn en el tamafio de estos instrumentos, y esto a su
vez dio nacimiento a un conjunto de dispositivos como las nanoantenas (na) Opticas que pueden
enfocar mas alla del limite de difraccidn, lo cual permite la busqueda y exaltamiento para mejorar
procesos épticos como generacién de harmadnicos [2], fluorescencia [3,4], esparcimiento Raman
[5,6] y absorcidn en el infrarrojo [7,8]. Recientemente se han estudiado las caracteristicas de la
emisién em de las nanoantenas 6pticas, tipo bowtie, a través de simulaciones e interferometria

[9].

Las particulas ferromagnéticas cuando son tan pequefias como (o cerca de) el dominio
magnético, empiezan a mostrar una propiedad llamada super-paramagnetismo, en la que dichas
particulas son altamente susceptibles a campos magnéticos. Ademas, son altamente resistentes a
la precipitacion una vez mono dispersas en un fluido y si llegan a ser magnetizadas por un campo
magnético, dejan de estarlo tan pronto como el campo es retirado; conjuntamente, tienen una
resistencia nativa a aglomerarse por si mismas [10]. Es sabido que las nanoparticulas metalicas
mantienen modos plasménicos de resonancia en las longitudes de onda visibles, convirtiéndolas
en antenas Opticas naturales [2,11].

Desde hace mucho tiempo se propuso la idea de usar nanoparticulas de oro como
concentradores de radiacion en modelos de superficie para superar las limitaciones de la
difraccidn en la captura de imagenes [12], pero el concepto de usar nanoparticulas de oro como
nanoantenas no surgié hasta después [13]. Las nanoparticulas se han estudiado desde el punto de
vista de nanoantenas, es decir emisores y receptores [14]. Pero el rubro mas concurrido en cuanto
a nanoantenas, son las investigaciones centradas en estudiar sus caracteristicas de emisién y
absorciéon de energia. Dichos investigaciones suelen centrarse en el analisis a través de
simulaciones [15,16], experimentos de laboratorio [7,17] y a veces ambos [9,18,19]. Sin embargo,
no hay antecedentes de investigaciones en donde se busque categorizar el em emitido por una
nanoantena a través del uso de nanoparticulas, existen trabajos previos en los que se les da trato
de nanoantenas a las nanoparticulas, pero no donde se busque usar nanoparticulas para investigar
el campo de una nanoantena ya existente.

En los métodos de simulacién anteriormente mencionados se carece de la obvia evidencia
fisica de la que son acreedoras las investigaciones de laboratorio. Y las investigaciones
experimentales a su vez, aunque producen evidencia fisica del fendmeno en cuestion, tienden a
ser técnicamente demandantes tanto en la calidad de los equipos como en capacitacion del
operador.



El presente trabajo propone un método nuevo para estudiar el campo em emitido por
nanoantenas excitadas por medios épticos, a través de la respuesta dindmica de nanoparticulas
ferromagneticas a dicho campo. Asi, el propdsito de este trabajo de Tesis es caracterizar
cualitativamente el comportamiento dindmico de nanoparticulas super-paramagnéticas al
exponerlas al campo magnético producido por nanoantenas tipo bowtie, la cuales son excitadas
por medios épticos. Para cumplir este objetivo, usaremos un microscopio confocal. La microscopia
confocal es una técnica usada principalmente en especimenes biolégicos que permite el aumento
en la resolucién y contraste a través del uso de un pinhole, el cual elimina el paso de la luz que se
encuentra fuera del plano focal seleccionando de este modo la profundidad de foco dentro del
espécimen bajo observacion. Para la adquisicién de imagenes, el microscopio confocal usa un laser
gue escanea pequefias porciones del objeto bajo observacidn mientras un sensor recoge la
informacidn resultante: el ldser se mueve a las siguientes secciones adyacentes de la muestra en el
mismo plano focal, mientras el sensor recoge la informacion de la nueva zona iluminada, todo esto
se logra generalmente mediante espejos montados en transductores piezoeléctricos. El proceso se
repite hasta que la zona completa de interés es analizada. Después, por procesamiento digital de
imagenes la informacion de cada seccién es unida y la imagen digital del espécimen es
reconstruida [20].

Adicionalmente, la investigacidon presentada en la Tesis reporta sobre el comportamiento
dindmico de nanoparticulas sometidas al campo magnético producido por nanoantenas, para lo
cual es necesario tener un arreglo experimental que nos permita no solamente irradiar dichas
nanoantenas, sino también es necesario que nos permita observar las nanoantenas antes y
después del fendmeno. Pero dado que, para facilitar la dispersidn y localizacién de nanoparticulas
sobre el sustrato, estas estaran suspendidas entre el observador y las nanoantenas, obstruyendo
la vision y limitando la calidad de las imagenes que se puedan adquirir. Ademds, el mejor modo de
irradiar la antena es de manera perpendicular a su superficie. Todo lo anterior supone
complicaciones importantes en el caso de que se usara un microscopio comun, las nanoparticulas
suspendidas no permitirian la observacion de las nanoantenas (al menos no a concentraciones que
sean adecuadas para apreciar el reacomodo de nanoparticulas por el campo em), para hacer
incidir de manera normal el Idser de excitacidn este tendria que ser introducido en el microscopio
de manera que el haz emerja por el objetivo y hacia las nanoantenas, lo cual si bien es
técnicamente posible, no es practico. Esto sin mencionar la limitada resolucién y contraste, pues
cabe mencionar que el sustrato, al ser bastante opaco, es necesario iluminarlo con una fuente
desde el mismo lado que esta el objetivo, lo cual se complica enormemente cuando se trabaja con
objetivos con distancias de trabajo cortas, esto sin mencionar que el sustrato ademas de opaco
tiene alta reflectividad, lo que hace que se sature la imagen de las nanoantenas. Sin embargo,
todo esto es posible resolverlo con la implementacion de un microscopio confocal, pues no sdlo
obtendremos mejor resolucién y contraste. Asimismo, por sus cualidades de seleccidon de
profundidad, sera posible observar las nanoantenas aun con las nanoparticulas suspendidas entre
objetivo y sustrato. Ademds, permitird una gran capacidad de discriminaciéon de area en el
momento de excitar la iluminacidn perpendicular de las nanoantenas. A su vez, el microscopio
confocal por disefo puede usar iluminacién del mismo lado que la observacién, y al ser un sistema
de captura por escaneo laser, el sensor formador de imagen no se saturara. Por todo esto el
microscopio confocal es el mejor sistema para observar el fenémeno.



Se logro estudiar por medio de pruebas visibles el campo em emitido por nanoantenas cldsicas
bowtie, las cuales se excitaron por medios dpticos en el rango de los THz. El campo em de las
nanoantenas fue observado a través del reacomodo de nanoparticulas metdlicas
superparamagneticas.

La Tesis esta dividida en los siguientes capitulos: Marco tedrico, en el cual se explicaran los
principios detras del funcionamiento de un microscopio confocal, las nanoparticulas (np) y las
nanoantenas (na); Metodologia Experimental, en donde se describen en orden cronoldgico los
procesos necesarios para llevar a cabo el experimento para excitar las na; Andlisis de Resultados.
gue examina los datos obtenidos y busca dar explicacién a los resultados observados;
Conclusiones en donde se expone la importancia de los resultados obtenidos, asi como se propone
el trabajo a seguir.



2 Marco tedrico

2.1 Microscopia

La microscopia comenzd por la necesidad de observar especimenes vivos y mas recientemente
ha comenzado una revolucion para regresar a la observacién de especimenes in vivo (dentro de
especimenes vivos).

2.1.1 Breve historia del microscopio vy su significado en el campo de |la biologia y de
la medicina.

El microscopio éptico (que utiliza luz visible para la observacién de los objetos), es un
instrumento que en muchos casos es usado como un juguete de interés, se convirtié en un
instrumento de ciencia bdsica e investigacion clinica; da al observador una vista del espacio
interior, un mundo que no puede ser observado simplemente con el ojo dada la insuficiencia de
resolucidn, tales como dtomos, moléculas, virus, células, tejidos y microorganismos [19].

Una de las preguntas que podrian surgir es por qué los avances en la manufactura de
telescopios no se transfirieron de manera rapida al microscopio. Una respuesta parcialmente
sesgada es que los telescopios eran del dominio de matematicos y fisicos, mientras que el disefio,
manufactura y uso de los microscopios dpticos era dejado a las personas laicas, los cuales ahora
[lamamos entusiastas.

La historia del microscopio estd intimamente conectada a los avances en 6éptica. Dichos
avances se dieron a lo largo de cientos de afios, con contribuciones de académicos de muchos
lugares. Un ejemplo destacable es el trabajo de Ibn al-Haytham, con su trabajo “Tesoros dpticos”,
en donde describid las leyes de propagacion rectilinea de la luz, y de su refraccién y reflexion. El
trabajo de Ibn al-Haythan seria conocido en Europa en los siglos XVI y XVII como Opticae
Thresauris por Willerbrord Snellius, René Descartes, Johannes Kepler y Christian Huygens.

Durante muchos afios las leyes de reflexion y refraccién fueron usadas para diseiar
instrumentos dpticos, pero después de la publicacion Traité de la Lumiére de Huygens en 1690, se
comenzé a trazar frentes de onda geométricos. Para el siglo 17, los avances de la dptica en temas
como la ley de refraccion, éptica geométrica, trazo de rayos y la teoria de la propagacién
geométrica de ondas de luz de Huygens ya habian contribuido de gran manera al desarrollo de la
microscopia. En el siglo XIX la teoria de la difraccién fue aprovechada por Abbe para explicar la
resolucidn dptica de los microscopios: su trabajo fue aplicado a las propiedades ondulatorias de la
luz, especialmente la difraccion de la luz, y a la formacion de imagenes y resolucion odptica, sin
duda temas trascendentales en el desarrollo del microscopio éptico. En el siglo XX, las teorias
sobre interferencia y polarizacién de la luz fueron desarrolladas en el microscopio de interferencia
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y el microscopio de contraste de fase. Estas técnicas resultaron en microscopios dpticos que dan
contraste en células y tejidos vivos sin tefiir. Una contribucién interesante se destaca en el
desarrollo del microscopio de electrones que aportd avances en el entendimiento de la naturaleza
dual de la materia, en particular de los electrones y su concepto ondulatorio; se hace notar de
igual manera el disefio y construccion de lentes magnéticas para enfocar el haz de electrones.

A continuacidn, se presenta una breve linea del tiempo con algunos de los progresos mds
notables de la microscopia éptica.

En 1675 Antonio Leeuwenhoek construyé un microscopio de una sola lente doble convexa con
una magnificacion maxima de 270x, el sol como fuente de iluminacion y el ojo como detector.
Logrd observar y reportar bacterias, espermatozoides, células rojas, plantas simples, la estructura
de la cérnea, el lente ocular, el nervio dptico y el musculo estriado. Se considera que de esta
manera comenzd la observacién de las células vivas con el microscopio.

En 1830, Joseph Jackson Lister a través del uso de una lente con una aberracién esférica
pequeia a la cual le agregd un conjunto de lentes para obtener una magnificacién alta de todo el
conjunto, demostré como la combinacién de varias lentes podian minimizar el problema de la
aberracién esférica. Las lentes adicionales no aportaban a la aberracidn esférica de la primera
lente, pero si aumentaban la magnificacién total. Este importante avance permitié construir
objetivos con aperturas mas grandes, lo cual resultd en un incremento en la resolucién del
microscopio.

Otro problema presente era la aberracidon cromatica. En 1813, Giovanni Battista Amici logré
resolver el problema al inventar un microscopio horizontal acromatico basado en espejos.
Después, en 1816, Fraunhofer inventd una lente sencilla acromdtica que consistia en dos
diferentes tipos de vidrio en contacto. No fue sino hasta 1830 con el crecimiento en el desarrollo y
disponibilidad de microscopios acromaticos, que la calidad dptica de los microscopios sobrepasé la
calidad de las imagenes obtenidas con el microscopio sencillo de una lente.

Después de la invencién de Lister y la subsecuente creacion de objetivos acromaticos, el
siguiente problema importante a solucionar era el de incrementar la resolucién del microscopio
Optico. Fue en 1870 que Ernst Abbe elabord la teoria de la difraccion para la formacién de
imagenes que derivé en la fdrmula que relaciona la resolucidn con la longitud de onda de la luz de
iluminacion y el nimero de apertura (NA, por sus siglas en inglés: Numerical Apperture) del
objetivo. Abbe demostré que, para aumentar la resolucion de un microscopio, es necesario
recolectar de la muestra un cono de luz tan amplio como sea posible. Para lograr este propdsito en
1890 Abbe introdujo varios objetivos de inmersion de aceite con una NA de 1.4. Estos
microscopios recién desarrollados lograron su resolucién tedrica de 0.2 um con luz visible.
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Después de que se obtuvo la solucién técnica al problema de la resolucidn, el siguiente paso
fueron las soluciones al problema de contraste, por ejemplo, cdmo producir contraste en
especimenes delgados y transparentes, tales como células vivas sin teiir (marcar), las cuales
tienen inherentemente poco contraste. Las células vivas delgadas y transparentes observadas a
través de microscopios épticos son objetos de fase, y son dificiles de observar bajo la luz normal
gue se usa en un microscopio. El principal efecto de la luz que pasa a través de la célula es el
cambio de fase acorde al camino que recorre a través de varias regiones de la célula. Esto es un
problema, pues el ojo humano detecta diferencias en intensidad de luz, pero no de fase. Fue en
1932 cuando Zernike inventé un microscopio de contraste de fase el cual convierte las pequefias
diferencias de fase de la luz que interacciona con el espécimen, en diferencias de intensidad de
iluminacion que el ojo humano puede detectar. Recientemente, el desarrollo del microscopio de
escaneo de electrones junto con las técnicas de grabado y fractura por congelacidn, han resultado
en la observacién de la estructura fina interna de células y membranas.

Una vez que los problemas de aberracion y resolucion éptica fueron suficientemente resueltos
como para permitir la manufactura de microscopios con suficiente resolucion para resolver
bacterias, el siguiente paso fue el desarrollo de técnicas y métodos que aportaran una mejora en
el contraste y especificidad (adecuacion para la tarea que se le va a destinar al microscopio en
cuestion). Uno de los grandes avances en microscopia éptica, usando microscopia confocal y
excitacion multifoténica, es la invencidon de microscopia fluorescente. La microscopia confocal es
una técnica en la cual se incrementar la resolucidn dptica y el contraste a través del uso de un
pinhole (agujero pequefio generalmente de forma circular) el cual bloquea la luz que se encuentre
fuera de foco durante la formacidon de la imagen [21]. Y, la excitacién multifotonica es una técnica
en la cual se produce fluorescencia en una muestra (por lo general organica) la cual es excitada
con dos (o mas) fotones los cuales tendran una longitud de onda menor a la de la luz emitida por
la fluorescencia [22]. En 1852, George G. Stokes observd en una solucidon de quinina lo que a
continuacién el llamaria “fluorescencia”. Stokes notd que la fluorescencia es tipicamente
observada en longitudes de onda mas largas que la de la luz de excitacion (desplazamiento de
Stokes). Es gracias al desplazamiento de Stokes que es posible separar con un conjunto de filtros la
luz de fluorescencia de la luz de excitacién. Otra propiedad de la fluorescencia que es
extremadamente Util en microcopia es que la absorcidn y emision de luz de la molécula
fluorescente estd relacionada con su estructura. Las limitaciones de la microscopia fluorescente de
campo amplio se vuelven evidentes para el caso en el cual los especimenes son objetos gruesos
altamente dispersivos. Para estos especimenes, la imagen es borrosa y el contraste esta
degradado porque la fluorescencia y dispersidon de debajo y encima del plano focal aportan a la
imagen. La microscopia fluorescente permite lograr una especificidad y contraste alto. Por
ejemplo, usando esta técnica es posible etiquetar proteinas individuales, organelos en células
individuales, estructuras de cito esqueletos, membranas de células, partes de cromosomas,
neuronas individuales, etc. Una gran desventaja es que un microscopio de fluorescencia de campo
amplio no tiene resolucidn de profundidad.
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2.1.2 El microscopio 6ptico, principios, limitaciones y componentes.

Un microscopio provee para el observador una imagen magnificada del objeto bajo
inspeccidn, aunque su funcidon mas importante es aumentar la resolucién, esto es la capacidad de
distinguir detalles finos en la imagen del objeto. Con un microscopio podemos observar objetos
qgue de otro modo no serian visibles y resolver detalles que no son visibles para el ojo humano. Un
punto por resaltar aqui es que a menos que haya suficiente contraste en la imagen no se
observaran detalles del objeto. Asi que la microscopia éptica depende de ambos, resolucion y
contraste.

2.1.2.1 Fidelidad (resolucién) de una imagen.

Como en todos los sistemas que capturan imagenes, el microscopio dptico mapea un objeto
en una imagen de éste. Un sistema ideal lograria hacer el mapeo con la maxima fidelidad entre
imagen y objeto. Pero tanto la apertura finita de la lente como las aberraciones propias de la
Optica que forma la imagen limitan de manera fundamental la fidelidad que podemos lograr en el
mapeo. ¢{Qué se necesita para obtener suficiente resolucién temporal y espacial en un
microscopio 6ptico? La resolucién espacial denota la habilidad del microscopio para resolver o
separar dos puntos adyacentes en el objeto bajo observacién. La temporal se refiere a que el
microscopio debe de ser capaz de resolver las frecuencias espaciales mds altas que sean
necesarias para formar una imagen fidedigna del objeto, una que sea apropiada para la cuestion a
estudiar propuesta por el observador. Asi, para lograr mapear el objeto en la imagen con una alta
fidelidad, es necesario mapear tanto las intensidades como las frecuencias espaciales del objeto.
La frecuencia espacial es la frecuencia en el espacio para un patrén recurrente dado en unidades
de lineas/mm (lineas por milimetro). El teorema de Nyquist, vélido tanto para las frecuencias
espaciales como las temporales, define cémo se muestrea el objeto, viz., este ultimo debe
realizarse al menos dos veces la frecuencia espacial mds alta en el objeto, lo anterior una
condicidn necesaria para reproducir de manera precisa la imagen del objeto. Si el sistema de
captura de imagen no cumple con el criterio de Nyquist, la imagen tendra aliasing: es el fenémeno
que ocurre cuando una estructura periddica de un objeto sea mapeada de manera incorrecta en la
imagen. Dicho de otra manera, el aliasing causa que frecuencias mas altas que el criterio de
Nyquist se muestren a frecuencias inferiores.

Ademas de la resolucidn espacial, resolucidon transversal (en el plano del espécimen) y
resolucidon axial (a lo largo del eje dptico del microscopio), también tenemos la resolucion
temporal. En el dado caso de que el espécimen esté fijo, no esté vivo y sea estacionario, en otras
palabras, un fendmeno estacionario independiente del tiempo, entonces el tiempo no es un
objeto por considerar. Pero si estamos usando un microscopio éptico para observar un fenémeno
dependiente en el tiempo, entonces la resolucién temporal es importante. En general, requerimos
adquirir imagenes separadas (secuencia de imdgenes en el tiempo) que no distorsionen los
eventos temporales observados. Para hacer esto de manera correcta, el microscopio debe adquirir
imagenes a una razon de al menos el doble del evento mas rapido. De ese modo podemos
asegurar que los eventos temporales no estan distorsionados.
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Por otro lado, cabe hacer notar que hay un compromiso que se debe tener entre el campo de
visiéon y la resolucidn, i.e., si requerimos un campo de visidon grande en la imagen entonces dicha
imagen tendrd una resolucidn inferior, comparado con un microscopio potente y un objetivo con
un NA alto.

¢Entonces, qué puede contribuir a la pérdida de la fidelidad en una imagen? Primero, la
resolucidon del microscopio dptico es demasiado baja para resolver los detalles finos del objeto.
Segundo, si la dindmica del fendmeno que estd siendo capturado es demasiado rapida en
comparacion a la velocidad de adquisicidn de las imagenes, entonces la dindmica de los eventos
temporales estara distorsionada. Tercero, las aberraciones Opticas del microscopio pueden
degradar la resolucién de la imagen. Cuarto, para lograr el maximo desempefio de un microscopio
gue se encuentra limitado por difraccidn es necesario usar el NA del objetivo del microscopio en
toda su extension. La resolucién se vera comprometida si la fuente de iluminacién no cubre el
plano focal del objetivo en toda su extensién. Quinto, la resolucidn es uno de los requerimientos
para la formacién de la imagen, y de igual manera también se requieren niveles apropiados de
contraste.

También hay elementos que pueden degradar la imagen y no son propios del disefio del
microscopio, como el que las superficies de los elementos del microscopio, especificamente el
objetivo, podrian no estar libres de suciedad, polvo, aceite, fibras y/o rayaduras mecanicas. El
polvo y las rayaduras mecanicas degradan la calidad de la imagen, reducen la resolucion y
contribuyen al incremento de luz espuria con la subsiguiente disminucién en el contraste de la
imagen.

2.1.2.2 Componentes principales de un microscopio.

Los componentes de un microscopio incluyen (pero no estan limitados a): fuente de lugz,
sistema de iluminacion, condensador, algunos diafragmas, la plataforma de observacidn, fluido de
inmersién, cubreobjetos, objetivos de microscopio, tubo, lentes del tubo, ocular, varios filtros,
polarizadores y otros elementos dpticos. El detector puede ser el ojo, una pelicula fotosensible o
un sistema electrénico de captura (Figura 1).
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Figura 1.- Esquema que muestra un microscopio 6ptico tipico y el camino que sigue la iluminacidn [20].

La fuente de luz ilumina al objeto cuya imagen es detectada por el sensor. Los componentes
del sistema de iluminacidn se encuentran por lo general debajo del espécimen. Ademas de la lente
condensadora también se encuentran un diafragma de campo y un iris de apertura, siendo el
propdsito de estos componentes el de proveer una iluminaciéon uniforme. Por encima del
espécimen se encuentran dos lentes magnificadoras importantes, a saber: el objetivo del
microscopio que es el componente indispensable para obtener una alta resolucién y que funciona
como colector de luz proveniente desde varios puntos del objeto, y que redirecciona la luz al
punto correspondiente de la imagen; el ocular que forma una imagen real en el sensor. La
apertura es el area de la lente que esta disponible para colectar y permitir el pase de la luz
proveniente del objeto. La pupila se define como la aparente seccion transversal minima comun
en la que todos los rayos de luz tanto del lado del objeto (pupila de entrada) como de la imagen
(pupila de salida) se confinan. Un diafragma provee una limitacién mecdanica para una abertura
normal al eje éptico que limita el area de la seccidn transversal del camino de la luz en un punto
dado en el sistema dptico.

Dos términos comunmente usados en lentes son los planos focales frontal y anterior. El plano
focal anterior de una lente es el plano focal que queda detrds de la lente cuando se observa en la
direccion del paso de la luz. El plano focal frontal queda en el frente de la lente cuando se observa
en la direccion del paso de la luz. El plano focal del objetivo del microscopio se desplaza a través
del espécimen por dos medios. Primero, la plataforma mecdnica que contiene el espécimen se
puede mover ya sea manual o mecdnicamente (por medio de un motor de pasos precisos) a lo
largo del eje dptico del microscopio. Segundo, para movimientos pequefios y muy precisos a lo
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largo del eje dptico un dispositivo piezoeléctrico de micro posicionamiento mueve el objetivo del
microscopio con respecto a la plataforma estacionaria del microscopio. En cualquier caso, la
distancia entre el espécimen y el lente frontal del objetivo del microscopio se ve alterada.

También es necesario definir los términos de profundidad de campo y profundidad de foco.
Profundidad de campo (profundidad de nitidez en el espacio del objeto) es la profundidad axial a
ambos lados del objeto en la cual se puede mover el objeto sin pérdida detectable de nitidez en la
imagen. La profundidad de foco (profundidad de nitidez en el espacio imagen) se define como la
profundidad axial en el espacio en ambos lados del plano imagen dentro del cual la imagen parece
estar aceptablemente nitida mientras las posiciones del plano objeto y el objetivo se mantienen.

Hay que hacer notar que las variaciones en la temperatura y las vibraciones mecanicas propias
del funcionamiento del microscopio como motores, controladores, obturadores, ventiladores
enfriadores de laseres y lampara se ven aumentadas en gran medida y afectan el correcto
funcionamiento. De manera similar, las vibraciones de sonidos, elevadores, motores y trafico de
las calles se pueden transmitir al microscopio. Por eso es comun colocar los microscopios en
mesas antivibracién.

2.1.2.3 Objetivo del microscopio.

El objetivo de microscopio es un elemento critico que por lo general llega a formar un
conjunto designado como parafocal, esto es, son objetivos que estdn montados de tal manera
que, con el espécimen en una posicidn fija, cada uno de los objetivos estd al mismo nivel de foco
en el espécimen. Esto facilita el cambio de objetivos, los cuales cominmente se encuentran
montados en un revélver giratorio. Los objetivos de microscopio se encuentran optimizados para
aplicaciones especificas y clasificados en grupos de acuerdo con el nivel de correccién de
aberraciones que tienen. Por ejemplo, los objetivos acromaticos son aquellos que se encuentran
corregidos para la aberraciéon esférica a 540 nm. Los objetivos apocromadticos, originalmente
disefados por Abbe, estdn altamente corregidos para cuatro longitudes de onda para
aberraciones esféricas y cromaticas. Son muy utiles en la microscopia de color con luz blanca,
vienen con NA grande y son transparentes en el ultravioleta, siendo entonces utiles en la
microscopia fluorescente de luz baja y para microscopia fluorescente usando tintes que tienen una
banda de absorcién en la region ultravioleta.

El NA de un objetivo de microscopio se define como NA=nsen®, donde N es el indice
refraccion del medio medido a 687 nm,y ® es la mitad de la apertura angular, en otras palabras,
la mitad del angulo del rayo de luz incidente en la parte superior o el lente frontal del objetivo del
microscopio, (Figura 2), en otras palabras es el angulo de apertura definido como un medio del
angulo plano que esta limitado por una lente en el centro de un objeto o imagen por dos rayos
marginales opuestos cuando la lente se usa en su correcta posicién de trabajo.
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Figura 2.- Diagrama esquematico de la definicién de NA, en donde se muestra como se mide ® [20].

El indice de refracciéon se define como el cociente de la velocidad de la luz en el vacio sobre la
velocidad de la luz en un medio diferente (al cual entra la luz, diferente al vacio). Para un objetivo
de microscopio seco (o expuesto solo al aire que lo rodea), el medio es el aire con un indice de
refraccion de aproximadamente 1.000293; para objetivos de microscopio de inmersién en aceite,
el medio es aceite con un indice de refraccién de aproximadamente 1.515; y para objetivos de
inmersién en agua, el medio es agua con un indice de refraccion de 1.333.

Por lo general, las lentes tienen dos aperturas numéricas: una en el lado de la imagen y otra en
el lado de objeto. Cuando hablemos de NA nos referiremos a la del lado del objeto. La apertura
numérica es funcione de tres propiedades: Primera, entre mas alto sea el valor de NA, mas
grande el poder resolutivo, o la capacidad de resolver dos puntos del objeto; segunda, entre mas
grande el valor de NA, mas luminosa la imagen en el microscopio; y tercera, entre mas grande el
valor de NA, mas pequefia la profundidad de foco. Cabe hacer notar que la profundidad de foco
es diferente a la distancia de trabajo libre, la cual pone una limitacidn critica a la profundidad que
el objetivo puede enfocar a través del espécimen antes de que éste haga contacto con la lente
exterior al objetivo. Por ejemplo, si requerimos que el objetivo sea capaz de enfocar a través de la
cornea la cual tiene 500 um de ancho en su regidn central, entonces la distancia libre de trabajo
del objetivo seleccionado para este espécimen debe ser mayor a 500 um.

La resolucién final y calidad de las imagenes de un microscopio dptico son funciones de varios
componentes: la fuente y el sistema de iluminacidn, el objetivo de microscopio, y otros
componentes épticos tales como divisores de haz, filtros y polarizadores.

2.1.2.5 Epi-iluminacion en microscopio fluorescente.

En un microscopio éptico de transmisién (Figura 1), la luz de iluminacidn esta de un lado del
espécimen, y la luz del espécimen usada en la formacién de la imagen esta del lado opuesto.
Cuando la muestra es opaca, la microscopia de transmisién de luz no es posible y se utilizan otro
tipo de configuraciones.
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Se emplean varios términos para referirse a microscopios Opticos en los cuales la luz de
iluminacion y la luz del espécimen estan limitadas al mismo lado del espécimen; luz reflejada, luz
incidente, o epi-iluminaciéon. Un microscopio de luz incidente es uno en el cual el objetivo del
microscopio funciona como su propio condensador. Esto implica que para evitar reducir el NA del
objetivo, lo cual resultaria en una reduccién de la resolucién y del brillo en la imagen, el iris de
apertura no se encuentra localizado en la pupila del objetivo. En su lugar, el iris de apertura se
encuentra alternativamente localizado entre la fuente de luz y el iris de campo, y una lente forma
la imagen del iris de apertura en la pupila del objetivo.

En el modo de iluminacidn epi-fluorescente, el objetivo actia como ambos: el condensador y
el colector de la luz fluorescente y reflejada. Con este modo, el microscopio usa un filtro epi-
fluorescente que dirige la luz de excitacién hacia el objetivo de microscopio y excluye la luz de
excitacion de pasar hacia el ocular o el medio de captura. La luz de excitacidn es separada de la luz
fluorescente por medio de un espejo dicroico que estad disenado y construido para reflejar
selectivamente la longitud de onda mas corta de la luz de excitacién y transmitir la longitud de
onda mas larga de la luz de fluorescencia. Dicho de otro modo, un espejo dicroico funciona
reflejando la luz no deseada de regreso a la fuente de iluminacion.

2.1.3 Teoria de Abbe para la formacién de imagenes.

La teoria de difraccidn de Abbe y el conjunto de sus experimentos con rejillas, aperturas y
lentes usados en la observacion del patrén de difraccidn en el plano focal anterior del objetivo del
microscopio dieron la evidencia suficiente de que existe un limite a qué tan alta es la capacidad de
una lente para resolver los detalles espaciales mas finos al formar una imagen del objeto. Fue en
1866 cuando a peticién de Carl Zeiss, Abbe se planted la meta de cimentar una base cientifica para
la construccion de microscopios. Abbe a través de muchos experimentos y llegar a un
entendimiento profundo de los principios de la formacidon de imagenes en microscopios dépticos,
llegd a dos descubrimientos tedricos: primero, la influencia de la apertura angular en la resolucion
de un microscopio es resultado de la difraccién de luz causada por el espécimen; y segundo, la
llamada condiciéon del seno de Abbe.

La teoria paraxial (o formula paraxial), aplica a los rayos de luz que estan suficientemente
cerca del eje éptico de tal manera que sen® =0, donde ® es el dngulo que un rayo enfocado o
divergente hace con el eje dptico. La teoria paraxial no es suficiente para calcular el limite de
resolucidn de un microscopio o calcular las aberraciones en un objetivo de microscopio. La teoria
fisica de la formacién de una imagen dptica y la derivacidn del limite de la resolucion de una lente
depende del uso de la dptica fisica, la cual incorpora las propiedades ondulatorias de la luz y
explica fendmenos como la difraccidn de luz. Los objetivos modernos, con su resolucion limitada
por la difraccidn, son disefiados en conformidad con la condicidn de seno de Abbe. La condicidn
del seno de Abbe es una expresion del trazo exacto de rayos para calcular la posicién de todos los
rayos que entran a la lente.
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Para el caso de un plano objeto e imagen orientados perpendicularmente al eje dptico de una
lente con una magnificacion transversal o lateral, M, hacemos U el dngulo relativo al eje éptico
de un rayo desde un punto objeto axial (Figura 3).U puede ser también definido como el angulo
del rayo marginal con el eje dptico del lado del objeto; U' es el dngulo entre el rayo marginal y el
eje Optico del lado de la imagen. La condicién de seno de Abbe mapea el dngulo U del rayo
entrando el objetivo al dngulo U 'del rayo conforme llega al plano imagen. La condicién de seno
de Abbe estd dada como nsenU =Mn'senU ', donde n y n' son los indices de refraccion del
medio a cada lado (espacio objeto e imagen, respectivamente) de la lente.

Figura 3.- Esquema de angulos en la condicién del seno del Abbe.

Abbe demostrdé que el poder de resolucidon de un microscopio esta en funcion de la longitud
de onda la luz usada para formar la imagen y la apertura angular o cono del objetivo del
microscopio (20 ). ® es la mitad de la apertura angular del objetivo, N es el indice de refraccién
del medio en el espacio entre el objetivo y el espécimen. Asi, Abbe definié la apertura numérica
como NA=nsen®. Como ya se menciond anteriormente, el valor de NA es una caracteristica
critica en el objetivo de microscopio, indicando entre otros el angulo de aceptacion de luz. Este
angulo determina el poder de resolucién del objetivo y su profundidad de campo.

2.1.3.1 Teoria de la difraccion de Abbe en la formacidon de una imageny la
resolucion déptica en el microscopio de luz.

Definiciones:

- Difracciéon es la desviacién en la direccion de propagacién de la luz cuando su frente de
onda pasa por la orilla de un obstaculo. Un patrén de difraccion se forma en el plano focal
anterior del objetivo del microscopio y consiste en una distribucidon de intensidad que
varia angularmente con la direccién, y resulta de la interferencia entre porciones de la
radiacién difractada las cuales tienen diferentes relaciones de fase. El limite de difraccién
del poder de resolucion o resolucidn limitada por la difraccién, es una limitacién
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fundamental impuesta en el poder de resolucién de un sistema dptico solamente por la
difraccidn, y no por las aberraciones.

- Longitud de camino déptico en un medio homogéneo, es la longitud “geométrica” que
recorre el haz de luz en ese medio.

- Interferencia es la sobre-posicion o traslape entre dos o mas frentes de onda. La
interferencia puede ser constructiva o destructiva, y convierte las diferencias de camino
Optico del haz de luz que pasa por un objeto en variaciones de intensidad en la imagen, y
por lo tanto provee contraste.

En la presencia de un sistema 6ptico libre de aberraciones y limitado por difraccidn, el corte en
dos dimensiones del patrén de difraccion en el plano focal es llamado el disco de Airy (Figura 4),
gue incluye los anillos de difraccion. El tamano del anillo de Airy esta relacionado con la longitud
de onda de la luz de iluminacién y con la NA del objetivo del microscopio a través de la siguiente
relacidn:

1.224
r =

NA

En donde r es el radio de la mancha para un punto auto luminiscente en el plano imagen; 4
es la longitud de onda de la luz de iluminacién; y NA es la apertura numérica del objetivo del
microscopio. La férmula indica que el radio del anillo de Airy va a incrementar junto con la
longitud de onda, y va a reducirse conforme NA aumente.

Figura 4.- Disco de Airy [23].

La teoria de difraccion de Abbe tiene tres partes: Primero, el espécimen difracta la luz de
iluminacion. Segundo, la luz difractada entra en el microscopio por el objetivo, y tercero, la
interferencia de la luz difractada y la no difractada en el plano imagen. La lente debe tener una
apertura de dimensiones suficientes para poder transmitir el patrén de difraccién completo
producido por el objeto: si la apertura solo transmite una porcidon del patron de difraccién, la
imagen resultante asemejara una imagen virtual que resultara en un patron de difraccidon que la
apertura transmitid. Por ejemplo, para las frecuencias altas del objeto y una apertura pequeia
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resultan en que parte del patrén de difraccidn de los detalles finos del objeto no son transmitidos
por la apertura de la lente, entonces esos detalles seran invisibles sin importar la magnificacion
usada. Cuando la apertura de una lente es mucho mas grande, los érdenes de difraccion mas altos
de la luz difractada del objeto se combinan, y asi la imagen del objeto contiene muchos mas
detalles de las frecuencias espaciales mas altas y por esto es una representacion mds fiel del
objeto. En resumen, el punto mas importante de la teoria de Abbe es que para luz de una longitud
de onda dada (que es el caso presente en la mayoria de los experimentos), el poder de resolucién
del objetivo del microscopio estd determinado por el valor de NA.

2.1.4 Resolucién éptica y poder de resolucion

El poder de resolucidn se refiere al detalle mas pequefio que un microscopio puede resolver al
realizar la imagen de un espécimen. Se dice entonces que estd en funcién del disefio del
instrumento y las propiedades de la luz usada durante la formacién de imagenes. Y la resolucion
indica el nivel de detalle que en realidad se observa en el espécimen: depende del poder
resolutivo y el contraste generado por el microscopio, asi como el contraste generado en el
espécimen y el ruido en el sensor. La teoria de Abbe plantea tres puntos importantes y sus
consecuencias: primero, el poder de resolucién de un objetivo de microscopio es medido por su
habilidad para diferenciar dos puntos en la imagen del objeto. Entre mds pequefa sea la distancia
entre los puntos que puede distinguir, mas grande es su poder de resolucién. Segundo, entre mas
pequena sea la longitud de onda usada para iluminar, estos dos puntos serdn observables a
distancias mas cortas. Tercero, conforme incrementamos NA, dos puntos aiin mas cercanos seran
observables. Con luz visible (400 a 700 nm), la distancia minima de resolucién entre dos puntos es
de 0.25 um.

Son de considerarse en este punto de la Tesis los criterios de Sparrow y Rayleigh, usados para
definir la resolucidn de un sistema dptico capaz de resolver dos puntos a una distancia minima de
separacion. La definicidon de Sparrow es que dos puntos de igual brillo son observados como dos
puntos si la intensidad en el punto medio entre ellos es igual a la intensidad en los puntos. Antes
de hablar de la definicion de Rayleigh es necesario definir el disco de Airy (Figura 4), el cual
consiste en un pico de intensidad rodeado por anillo de intensidades mas débiles separados por
anillos obscuros. Aproximadamente 80% de la intensidad incidente esta en el punto central, cuyo
tamafio es proporcional a la longitud de onda incidente e inversamente proporcional al NA. Al
considerar que un microscopio forma la imagen de un espécimen, el microscopio se asume libre
de aberraciones y la imagen es formada solamente por la difraccién de la luz en el espécimen, esto
es, cada punto del objeto representado en la imagen no es un punto conjugado como tal, pero un
patrdn de difraccidn de Airy. Por lo tanto, el poder resolutivo del microscopio se puede determinar
con la medicién experimental del tamafio del disco de Airy del patrén de difraccién, el cual es
controlado por la longitud de onda de la luz, el indice de refraccién del medio entre el espécimeny
el objetivo del microscopio, la apertura numérica del objetivo y los lentes condensadores del
microscopio. Entonces, el criterio de Rayleigh con luz incoherente es que dos puntos de igual brillo
se pueden observar cdmo dos puntos separados si el punto medio entre ellos es 26.5% mas débil
que la intensidad de cada punto.
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2.2 El espécimen a estudiar: Nanoantenas

Las nanoantenas (na) son un concepto novedoso motivo de mucha investigacién
multidisciplinaria e interdisciplinaria, pero de manera particular, y para el objetivo de esta Tesis, es
su probada emisién de ondas em en la region de los THz, zona del em que estd en el estado del
arte cientifico y tecnoldgico en dptica y fotdnica. De manera similar a las antenas de radio, su
propdsito es asimilar energia libre que se propaga y convertirla en energia localizada, y viceversa.
Estas nanoantenas Opticas aprovechan las propiedades Unicas de las nanoestructuras metalicas
gue se comportan como plasmas fuertemente acoplados a frecuencias dpticas [18].

Figura 5.- Nanoantena bowtie clasica.

Las na Odpticas tienen longitudes de onda a las que son mas propensas de resonar, y por lo
tanto a emitir ondas em. En simulaciones por computadora, se ha observado que las na bowtie
clasicas (Figura 5) son mas propensas a resonar a longitudes de onda de 9 um. En la Figura 6 se
observan los resultados de la simulacidn del campo eléctrico en la regidén central de la na, en
donde los dos tridngulos estdn mas cercanos, que es cldsicamente la regidn con el campo eléctrico
mas intenso en este tipo de na. También cabe mencionar que las na son susceptibles a la
polarizacidn de la luz con las que se les irradia. Las na bowtie clasicas muestran tener una mejor
respuesta (en simulaciones) cuando se les irradia con una polarizacion a 45°, seguido del caso con
polarizacidn horizontal (con respecto a la Figura 5) y dan la menor respuesta cuando se les irradia
con una polarizacidn vertical [9].
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Figura 6.- Grafica de respuesta de nanoantena bowtie clasica. Campo eléctrico normalizado emitido (en unidades
arbitrarias) por la na contra longitud de onda (um) con la que es irradiada [9].
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3 Metodologia Experimental

Se optd por usar nanoparticulas (np) esféricas de Fes04 con un tamano que va de los 50 nm a
100 nm (Sigma Aldrich Chemistry). Esto, dado que con ese tamafo y forma exhibiran propiedades
superparamagneticas, dsea, alta susceptibilidad a campos magnéticos, resistencia a aglomerarse y
a precipitarse [24][25]. Las np, Figura 7, se encontraban sin recubrir debido a que el recubrimiento
tendia a desprenderse en el proceso de preparacion de la muestra y contaminaba el medio
dispersivo. Cabe hacer notar que, dado que las np son demasiado pequefias, no serd posible
discernirlas como objetos individuales sino mas bien como cumulos lo suficientemente grandes o
densos para ser observados.

Figura 7. -Nanoparticulas sin dispersar y suspendidas en fluido de inmersién, objetivo 10x.

Como medio dispersivo usamos fluido para objetivos de inmersién tipo N con un indice de
refraccion de 1.518, libre de halégenos y basado en aceite de éster e hidrocarburos sintéticos de
Leica Microsystems (Figura 8). Este fluido es no polar, lo que implica que no ionizara las np y por
ende no tenderdn a aglomerarse por la interaccién con el fluido.
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Figura 8. - Botella de fluido de inmersion utilizado.

Se usaron nanoantenas (na) del tipo Bowtie, hechas con oro (Au) depositado por la técnica de
sputtergin sobre un sustrato de silicio (Si), ver Figura 9. Estas na fueron disefiadas y fabricadas en
el Grupo del Dr. Francisco Javier Gonzdlez de la UASLP, a quien aqui agradecemos por facilitarlas
para estos experimentos.

Figura 9.- Nanoantena, con una longitud de 3.5 pum de alto por 7 um de largo.

Para observar el comportamiento de las np se empled un microscopio confocal LSM 710 NLO
Carl Zeiss (Figura 10), usando un objetivo plano-apocromatico con una magnificacién de 63x y un
numero de apertura (NA) de 1.46.
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Figura 10.- Microscopio confocal Carl Zeiss LSM 710 NLO.

Como fuente para iluminacién para la observacion se usé un ldser He-Ne a 543 nm (en el color
verde del espectro) con una potencia de 1 mW (cuando esta al 100%), y como medio de excitaciéon
se usé un laser Coherent modelo Chameleon Ultra sintonizable ajustado en 1000 nm a una
potencia de 0.875 W (cuando trabaja al 100%), polarizado horizontalmente. La potencia real usada
de ambos laseres es controlable por medio de atenuadores que son manipulados desde el
software del microscopio. Hay que hacer notar que esta es la longitud de onda mas alta (1000 nm)
disponible en este microscopio.

Como contenedor de la muestra se optd por usar tubos eppendorf de polipropileno de 2.0 mL,
tanto por la conveniencia del tamafio como por la facilidad de usar con micropipetas.

3.1 Preparacion de muestras, dispersion de nanoparticulas en fluido de inmersion

El procedimiento de preparacién consiste en primero pesar la cantidad de np a utilizar, para
ello se utilizé una balanza (Figura 11) Sartorius modelo CPA2250, con una resolucion de 0.01 mg.
Después, con ayuda de una micropipeta se procede a depositar un volumen conocido de fluido de
inmersion (de 20 pl a 400 pl, dependiendo del de si la muestra es para pruebas de concentracién o
si serd usada en las na excitadas); es de vital importancia que no se forme una bolsa de aire al
fondo del eppendorf, pues si llega a suceder las np se veran atrapadas ahi y podrian no dispersarse
en el siguiente paso del procedimiento.
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Figura 11.- Bascula utilizada para pesar las nanoparticulas.

Enseguida se deposita el eppendorf cerrado en un bafio ultrasdnico, ya sea sosteniéndolo o
colocandolo en un cuadro de hule espuma, esto para que el contenido se conserve en el fondo del
eppendorf y no se esparza el aceite de inmersién en el interior (Figura 12), lo que podria interferir
con la correcta dispersion de las np. Por prueba y error, se determind que el tiempo en el bafio
ultrasénico debe de ser mayor a 2 min (para lograr la correcta dispersidon) pero no mayor a 8
minutos. Esto ultimo, dado a que el bafio sonificador funciona produciendo ondas de sonido a
frecuencias no audibles (40 kHz), lo que produce una delta de presion dentro del fluido y produce
cavitacion, que a su vez resulta en burbujas en los momentos de presion baja que explotan en los
momentos de presion alta: son estas burbujas lo que hace que dentro del eppendorf se dispersen
las np. Pero a su vez, al ser un fendmeno en donde se aplica energia de manera continua en el
tiempo, la muestra tiende a calentarse y si no se tiene cuidado el fluido de inmersién subira
demasiado su temperatura y cambiara su indice de refraccion (a 27°C, segun el fabricante), lo que
podria reducir de manera considerable la calidad de las imagenes observadas cuando se use con el
objetivo de microscopio, pues este ultimo estd disefiado para trabajar solo con un indice de
refraccion en especifico.

Figura 12.- Np dispersas en fluido de inmersidn.
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Cabe hacer notar que por prueba y error se llegd a la conclusidon que la vida util de una
muestra era de no mas de un dia, pues muestras con mas tiempo empezaban a mostrar
aglomeraciones cuando eran observadas bajo un microscopio (aun en uno comun). Ademas, no
siempre se les podia volver a re-dispersar en el bafio sénico. Por todo esto, cada muestra es
preparada el dia mismo que se va a usar.

3.2 Determinacién de concentracion de Np para la observacion

Es importante determinar la concentracion de np en el fluido de inmersidn, ya que la cantidad
correcta hard que sea posible observar las nanoantenas en el sustrato: si la concentracion es
demasiada alta serd imposible ver las na dado que las np son altamente opacas; ademds entre
mayor sea la concentracién mas rapido se dara el aglomeramiento y precipitacién de las np hacia
la parte inferior. Por otro lado, si la cantidad de np es insuficiente, la aglomeracién de np sobre y
alrededor de la antena no sera observable, por lo que es necesario buscar ambos, el limite
superior e inferior de la concentracién de np: dicho de otro modo, que la concentracién sea alta
como para que el fendmeno sea observable pero no tanto como para que el objetivo se sature y
no sea posible ver nada.

Figura 13.- Nanoantenas con nanoparticulas dispersas en fluido de inmersion, observadas con un objetivo 100x en un
microscopio comun.

Con la muestra ya dispersa (Figura 13), se usa una micropipeta para depositar un volumen
conocido en un microscopio comun para someter la concentracién a una valoraciéon de visibilidad.
Para esto ultimo, se utilizd el sustrato como fondo y se escogié una zona con un conjunto de na,
asi si era posible ver las nanoantenas a través del fluido de inmersién se determinaba que la
visibilidad era buena, en caso contrario se asumia que la visibilidad era mala y se repetia la prueba
con otra muestra. El procedimiento es como sigue:

La muestra 1 tendréd un volumen (V, ) de fluido de inmersién y una masa (M, ;) de np, con los

cuales se puede determinar la concentracion p, a partir de la formula p, =m;, /V,, . Enseguida se
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toma un volumen Vsp de la muestra 1 el cual serd el fluido a observar bajo el microscopio.
Entonces la muestra en el recipiente quedara con un volumen V,, =V, =V vy una masa de np

iguala m, = pV,,.

Para preparar la muestra 2, se afiade un volumen V,  de fluido de inmersion al V,, de tal

manera que el volumen, masa y concentracion quedaran como V,, =V, +V,

inm /

My, =M, Y
Py = m21/V2, . Se vuelve a someter la muestra al bafio sonificador y se repite la toma de V, de la
muestra 2 para ser observada en el microscopio, lo que nos deja con un V,, =V,, =V y una

masa m,, = p,V,,. Se repite el procedimiento hasta alcanzar una concentraciéon con una

visibilidad adecuada para la observacidon, pues con cada iteracién del procedimiento de
preparacion de muestra la concentracién de np en cada muestra se ve reducida.

Este procedimiento, en otras palabras, consiste en preparar una muestra en la que se conoce
la concentracién, volumen y masa de las np; tomar un volumen conocido para la observacién, a
partir del volumen que se tomd hacer el calculo del volumen y masa de las np que se conserva en
el recipiente eppendorf (esto Ultimo con la concentracidn). Agregar mas fluido de inmersion, hacer
los cdlculos de volumen (fluido de inmersion) y masa (np), dispersar con el bafio sonificador, tomar
el volumen a observar en el microscopio y repetir todo lo anterior. Todo esto, mientras la
concentracién de np baja con cada preparacion de la muestra. El objetivo es el de dispersar las np
en el campo de trabajo donde se encuentran las na, y poder ver ambas con claridad en un
microscopio dptico convencional.

Se optd por este método dado que la cantidad de material, tanto de fluido de inmersién como
de np, que se utiliza en cada preparacion de la muestra es baja, pues solo se agrega mas fluido de
inmersidn y se vuelven a esparcir las nanoparticulas ya presentes en el eppendorf. Ademas de que
con este método evitamos el laborioso trabajo de pesar las np cada vez. Este proceso no solo
provee una concentracion adecuada para observar el sustrato a través del fluido de inmersién con
np, sino que da una idea de que cémo varia la visibilidad con la concentracion, conceptos que
resultaran de utilidad cuando pasemos al microscopio confocal, dado que la concentracidn
determinada por este método es solo adecuada para observar en microscopio convencional. Al
pasar al microscopio confocal, su potencia resolutiva y la necesidad emergente de aumentar la
presencia de np en la vecindad de las na, nos permitirdn corregir la concentracion.

3.3 Ensanchar el Spot

Esta es una parte critica del proceso. Sabemos que el didmetro del spot del laser sobre la
muestra esta dado por la longitud de onda del lIaser y el nimero de apertura del objetivo:
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1.224
d =——=
NA

Entonces, dado que estamos irradiando con una longitud de onda de A =1um, aun con el

objetivo de menor NA (0.25, 10x) el spot mas grande que podriamos conseguir es de 4.88 um.
Pero la longitud que se tiene que cubrir es de al menos 7.8 um (Figura 14), que corresponde a las
dimensiones de una na. Ahora, el problema se agrava cuando consideramos que estamos
irradiando 1 um en un objetivo con un NA muy grande (1.46) el cual nos da como resultado un
spot con un didmetro aun mas chico (0.84 um).

Figura 14.- Dimensiones de una na. La longitud diagonal de la antena es de 7.8 um.

Para resolver este inconveniente, la opcidn fue la de buscar un spot del [dser mas ancho, lo cual se
obtiene al desplazar la muestra sobre el eje dptico: esta accién movera el sustrato del foco del
objetivo y lo pondra en una posicidn en la cual el spot es mds ancho (Figura 15).

Figura 15.- Diagrama de cdémo se busca un spot del laser mas ancho: cuando se desplace el sustrato una distancia Az
sobre el eje dptico. a) Sustrato en el foco del objetivo. b) Sustrato desplazado fuera del foco para ensanchar el spot.
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De lo anterior, el nimero de apertura NA, relacionado con la mitad del valor del dngulo del
cono de luz y el valor del indice de refraccién del medio:

NA =nsin @

y de los datos del objetivo, se puede obtener el angulo de apertura 6. Entonces, ya con el
conocimiento del angulo de apertura y el triangulo rectangulo (Figura 16, que muestra el cateto
adyacente el valor Az, desplazamiento en el eje dptico; el cateto opuesto Y que es la mitad del
valor de la seccidon transversal de la na a cubrir; y €, el angulo de apertura), se obtiene que el
desplazamiento en el eje dptico viene dado por:

Az

Figura 16.- Diagrama de la relacién entre el desplazamiento Az, el angulo de apertura & y y (mitad de la longitud
transversa de una na).

y
tan @

Az =

Este resultado permite controlar el tamafio del spot y asi adaptarlo a las necesidades
especificas del experimento, ya sean iluminar una sola antena o un conjunto a la vez, lo Unico que
hace falta es conocer los datos del objetivo y las dimensiones del objeto que quiere iluminar.

3.4 Determinacidn de la potencia del ldser Chameleon sobre las nanoantenas

Es necesario conocer la respuesta de las na a la potencia del laser, pues si esta es demasiada
alta, las nanoantenas comenzaran a experimentar un desgaste hasta que ya no sean Uutiles o bien
desaparezcan por completo del sustrato (Figura 17).
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Figura 17.- Na dafiada.

Para evitar esto, es necesario conocer la respuesta de las na al laser. Se optd por observar el
comportamiento en los casos que serian mds importantes para la investigacién. Dichos casos
seran: nanoantenas irradiadas en lapsos cortos de tiempo con potencias altas y lapsos de tiempo
largos a potencias bajas. El primer caso sera util cuando se busque una respuesta veloz por parte
de las np al campo em producido por las na, o sea, un campo em fuerte, pero de poca duracién. Y
el segundo, serd de utilidad cuando se busque someter a las np a un campo em débil, pero en
periodos extensos de tiempo. Sin embargo, en ambos casos se buscara la potencia mas alta que
las na son capaces de soportar antes de demostrar dafio fisico.

Para cada uno de los dos tipos de prueba se usara la metodologia (anteriormente descrita)
para ensanchar el spot del laser. Y dado que la cantidad, tanto de sustratos como de conjuntos de
nanoantenas en ellos, es limitada, las pruebas se haran sobre na individuales, buscando que el
spot solo cubra la superficie de la na que se va a irradiar. Y aunque estas pruebas no seran del todo
demostrativas cuando busquemos irradiar cimulos completos, si se podra asociar la intensidad del
ldser que la na es capaz de soportar con zonas mds grandes (conjuntos de nanoantenas

completos) a través del tamanfio del spot y la potencia por unidad de area (W/m2 ).

3.5 Determinacion de la potencia del laser Chameleon sobre las nanoparticulas

A igual que con las nanoantenas, las nanoparticulas se ven afectadas por la potencia del laser,
y si bien no se deforman como las na, si parecen manifestar un comportamiento dinamico, en el
cual tienden a aglomerarse y formar cumulos. Y esto supone un impedimento muy grande para el
experimento, pues el comportamiento de las np que resulta de la afectacién del campo magnético
producido por las na podria verse afectado por la intensidad del laser, o en su defecto no se podria
discernir si el comportamiento observado por parte de las np es por el campo magnético de las na
o por el Idser con el que se estamos irradiando, o ambos. Con el propdsito de acercarse a los
objetivos del experimento que es la sola excitacion de na (o lo mas posible), las pruebas de
potencia se llevaran a cabo sobre el sustrato, pero en zonas sin presencia de na. Habiendo hecho
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estas consideraciones, el comportamiento de las np se pondrd a prueba bajo dos longitudes de
onda. La primera serd a 4, = 543nm, la cual es la longitud de onda para la observacién y captura,

y por lo tanto se debe estar seguros de que no afectara a las np. La segunda lambda serd
4, =1000nm , la longitud de onda de excitacién del Iaser Chameleon.

3.6 Metodologia para la excitacion de Na y observacién de la respuesta de las Np

Lo primero es montar el sustrato en un portaobjetos, como se muestra en la Figura 18. Esto
para que no importe cuanto tiempo lleve la muestra montada en el microscopio o almacenada, no
se mueva en el portaobjetos, lo cual evita que durante las capturas no haya un desplazamiento de
la muestra, lo que produciria un cambio en la resolucién e iluminacién de esta, por no mencionar
el tamafio del spot. Ademas de que esta montura permite sostener la muestra de tal manera que
no se mueva, también es no invasiva durante la captura o excitacién, pues interfiere poco o nada
con la superficie observable del sustrato. Adicionalmente, no importa si el aceite de inmersion se
mete debajo del sustrato, la cinta no se despegara, pues la cinta que sostiene el sustrato esta a su
vez debajo de otra capa de cinta, lo que evita que el aceite debilite el adhesivo de la cinta que
sostiene al sustrato por las orillas.

Figura 18.- Sustrato montado en portaobjetos.

Ya con la muestra de np dispersas en fluido de inmersiéon y el sustrato correctamente
montado, se procede a colocar el sustrato en la plataforma de observacidn del microscopio
confocal (Figura 19), buscando una zona de trabajo con un conjunto de na que sean viables para el
experimento (que no estén severamente desgastadas o incompletas); finalmente se coloca una
gota de fluido con np (Figura 20).
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Figura 19.- Muestra colocada en la platina del microscopio confocal.

Lo primero que se observa con el objetivo de inmersidn plano apocromatico de 63x, es que no
parece haber muchas np en la vecindad de las na, y esto pasa aun cuando se usan concentraciones
altas de np. Recordemos que entre mas altas sean las concentraciones de np solo se logra que se
reduzca la visibilidad, ademas de que no necesariamente aumenta significativamente la cantidad
de np en las inmediaciones de na. La presencia de suficientes np en la vecindad de las na es crucial
para observar el fenémeno de interaccién del campo em con las np de é6xido de fierro, pues hay
qgue hacer notar que el campo em generado por las na es de apenas unos pocos micrémetros
alrededor de éstas.

Figura 20.- Imagen de na con np en aceite de inmersion. Las np estan dispersas a lo largo de la gota de fluido de
inmersion.

Para resolver el problema de la baja densidad de np en la vecindad de las na, se decidid que la
mejor manera seria atraer a las np al sustrato con la ayuda de un campo magnético externo. Para
ello se usé un imdn de neodimio de 1.40-1.46 Teslas de forma rectangular, de 1.89 cm de alto,
1.89 cm de largo y 0.97 cm de grosor (Figura 21).
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Figura 21.- Iman de neodimio usado en el sustrato.

Estando el portaobjetos ya colocado en la platina del microscopio confocal, procedemos a
colocar el iman encima del portaobjetos, detras del sustrato (Figura 22). El tiempo que el iman
dure detras del sustrato es controlado, pues si el tiempo es muy corto la concentracion no serd
suficiente, pero si es demasiado largo los cimulos formados por las np seran demasiado grandes
(Figura 23). Lo anterior conlleva a un conjunto nuevo de problemas, e.g., los cimulos formados
por las np pueden llegar a ser demasiado grandes y entonces no ser afectados por el campo em de
las na, o que sean tan densos que obstruyan la correcta irradiacidon de las na, pues recordemos
gue para que éstas produzcan un campo em es necesario que sean iluminadas en su totalidad.

Figura 22.- Esquema del portaobjetos en la platina del confocal con iman.
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Figura 23.- Imagen de np siendo atraidas a la superficie del sustrato por el iman. Nétese la formacion de cimulos de
diferentes tamafios y concentraciones.

Cuando el imdn sea retirado se procede a corregir cualquier desajuste en la imagen que
resulte de la accion de poner y quitar el iman: se da un tiempo de relajacidn con el propdsito de
que cualquier movimiento que pudieran tener las np como resultado de quitar el iman, cese
(Figura 24).

Figura 24.- Imagen del sustrato con np justo después de retirar el iman. Nétese la variedad de aglomeraciones de np en
el sustrato, de diferentes densidades y tamafios.
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Enseguida se capturan una o varias imagenes de la zona de interés. Cuando ya se capturaron
todas las imagenes necesarias se desplaza la platina una distancia Az, esta distancia estara en
funcién de la superficie que queramos cubrir sobre el sustrato. Es importante mencionar que Az
no debe ser demasiado grande, pues podria provocar que el fluido de inmersidn se deforme
demasiado, lo que haria que al momento de regresar la platina al foco del objetivo se produzca un
desplazamiento de fluido de inmersién y con él de np (Figura 25), lo que podria alterar el patrén
de np que se hubiera podido formar.

Figura 25.- a) Objetivo de inmersion siendo usado a una distancia tal que el sustrato esta en el foco. b) Ejemplo de una
distancia que es demasiado grande, el fluido de inmersién ya esta experimentando una deformacién importante.

Después, se selecciona el modo Spot en los modos de captura del microscopio y se ilumina la
muestra por un periodo de tiempo determinado. Cabe mencionar que durante el modo de captura
Spot el microscopio no captura imagenes ni video, pues en este modo lo que hace es que irradia
de manera continua sobre un punto por un tiempo especifico. Y aunque de algin modo el
microscopio lograra capturar algo a través del objetivo durante este periodo de tiempo, no
lograria ver nada, dado que el sustrato estd fuera de foco, en otras palabras, no es posible
capturar el fendmeno mientras transcurre, solo los resultados de la radiacién, pues en cuanto se
dejan de iluminar las na el campo em cesa. En cuanto el periodo de irradiacidn termine, es
necesario regresar la platina al foco del objetivo, esto porque, como se vera mas delante, las np
comienzan a desplazarse tan pronto como se detiene la A, por lo que el tiempo que transcurre

entre que se deja de irradiar y la captura de las imagenes resultantes después de excitar es de
primordial importancia. Después de regresar la platina al foco, se toman imagenes del sustrato
para capturar el reacomodo de las np y comparar con las imagenes tomadas antes de irradiar con
A

e

Si se desea realizar el experimento enseguida es necesario hacerlo en un area que no fue
irradiada anteriormente, o bien deshacer cualquier patron que se haya podido formar por las
anteriores irradiaciones. Esto ultimo se puede lograr de dos maneras, una es colocando el iman de
nuevo, algo que no es tan recomendable ya que cada vez que se usa se aumenta la formacién y
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tamanfio de los cimulos existentes de np, lo que dificulta la observacién del fendmeno. La otra
manera es retirar el portaobjetos del microscopio y limpiar ambos, objetivo y sustrato, para
empezar la toma de imagenes desde cero. Este ultimo tampoco es del todo recomendable, pues
cada vez que se retira el fluido de inmersidn del sustrato (con acetona, tolueno o hexano) las na en
el sustrato se van degradando poco a poco, hasta que ya no son utiles o bien desaparecen por
completo. Por estas razones, la opcion de preferencia cuando se trata de repetir el experimento
enseguida es moverse a una zona en donde no se haya irradiado y repetir la metodologia ahi.
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4 Analisis de Resultados

4.1 Determinacion de la concentracion de Np para la observacion

Las na son visibles a través de las np dispersas en el microscopio comun en la novena iteracién
de la preparacion de la muestra: la concentracién es 0.428 g por cada litro de fluido de inmersion
(ver columna de la extrema derecha de la Tabla 1).

Tabla 1.- Datos de cada muestra.

Muestra N Vo () Vi, () m,, (8) C, (@&
1 4.00E-04 | 3.80E-04 5.00E-04 1.25E+00
2 4.60E-04 | 4.40E-04 4.75E-04 1.03E+00
3 5.20E-04 | 5.00E-04 4.54E-04 8.73E-01
4 5.80E-04 | 5.60E-04 4.37E-04 7.53E-01
5 6.40E-04 | 6.20E-04 4.22E-04 6.59E-01
6 7.00E-04 | 6.80E-04 4.08E-04 5.83E-01
7 7.60E-04 | 7.40E-04 3.97E-04 5.22E-01
8 8.20E-04 | 8.00E-04 3.86E-04 4.71E-01
9 8.80E-04 | 8.60E-04 3.77E-04 4.28E-01

Lamentablemente las imagenes de las pruebas de concentracion no fueron capturadas: la
valoracion se realizé con el ojo humano, dado que, la configuracidn del microscopio, la cdmara
CCD (por sus siglas en inglés Charge-coupled device) y los lentes formadores de imagenes
disponibles, no eran los aptos para permitir la obtencidn de una imagen que no fuera poco mds
que algo obscuro y borroso.

Sin embargo, esta concentracidon no sera apta cuando se use el microscopio confocal pues
mostrara estar por debajo de lo que se requiere. Pero, gracias a la experiencia ganada en las
pruebas de concentracién en microscopio comun se tuvo un entendimiento general de como la
concentracién de np afecta la visibilidad, lo que volvié al trabajo de encontrar la concentracién
adecuada en el microscopio confocal un proceso de prueba y error. Asi, después de pocos intentos
con diferentes concentraciones sobre el sustrato en el confocal, se observd que la concentracién
podria subir alrededor de 0.625 g de np por cada litro de fluido de inmersidn y aun asi ser viable
para la observacién y excitacion.

4.2 Potencia del laser Chameleon sobre las Na

Todas las pruebas de potencia se hicieron sobre el mismo sustrato, en el mismo conjunto de
na (Figura 26), procediendo a escoger una na y con la funcion zoom del observarla. Este
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acercamiento no es de caracter digital ni dptico, esto es, lo que el confocal hace es que en lugar de
escanear la zona completa de todo el campo de visién limita la captura a la zona de interés
sefialada. Esto no implica que se aumente la resolucidon de la imagen de la zona por medios
Opticos, solo se estd limitando la obtencidon de datos a esa zona, lo que permite aumentar el
tiempo y numero de pixeles que el laser de observacidon dedica a esta region, mejorando
ligeramente la calidad de la imagen de esa zona. Se hace mencidn a que aunque la longitud de
onda para excitar (1000) nm las na, dista de ser la longitud de onda de mayor resonancia [9], es la
mayor longitud de onda disponible en el microscopio confocal que se usé.

Figura 26.- Imagen del conjunto de nano antenas seleccionado: como se puede ver hay muchas zonas en donde las na
estan dafadas, tanto por irradiar con energias muy altas como por la accidn de la limpieza. El circulo amarillo encierra la
zona en donde se realizaron las pruebas.

Como prueba, se escogio la antena de la columna vy fila veinte (C20xF20, Figura 27), que se
encuentra evidentemente dafiada pues solo le queda el brazo izquierdo, y se procedié a irradiarla
durante un tiempo t =7s, después de desplazar el sustrato un Az = 5um, conuna A =1000nm a

100% de potencia, 0.875 W. El dafio sobre C20xF20 es evidente, incluso parece que el sustrato
mismo se ve afectado por esta potencia, como se puede apreciar en la Figura 28. Por lo que es
correcto asumir que es demasiada potencia durante ese tiempo.

Figura 27.- La nanoantena (C20xF20) seleccionada es la del centro de la imagen, que se encuentra en la interseccion de
las lineas rojas, las cuales son parte del sistema Spot-select del software del microscopio confocal.

40



Figura 28.- a) Na antes de ser irradiada. b) Na después de ser irradiada. Se observa evidencia de dafio tanto en sustrato
como en la antena.

Entonces, se escogid otra na (C19xF20, Figura 29) y se volvid a irradiar con la misma potencia,
Ay Az, pero ahora se redujo el tiempo de exposicion a t =2s..

Figura 29.- La nanoantena (C19xF20) seleccionada es la de en medio de la imagen, de nuevo se utilizé el sistema
Spot-select.

Nuevamente se aprecia dafio severo en la na (Figura 30.b), pero dado que ahora C19xF20
tenia ambos brazos, se aprecia que el dafio fue mas grave en el lado derecho de la na que en el
izquierdo, lo que sugiere que el spot se mueve durante la irradiacion, tal vez por motivos
mecdanicos como perturbaciones en la mesa holografica donde se localiza el microscopio.
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Figura 30.- a) C19xF20 antes de ser irradiada. b) C19xF20 después de ser irradiada. Se observa dafio en la na, aunque se
aprecia que es mas severo del lado derecho que del izquierdo.

También es posible que el spot no se haya ensanchado de manera uniforme, esto quiza debido
a que no se puso la zona de interés en el centro del objetivo, sino mas bien, como mencionamos al
principio del Capitulo, el sistema solamente escaned una regidn en especifico, y dicha area se
encuentra en la parte inferior derecha (Figura 26), lo que hace pensar que el spot no se
ensanchard en un circulo en las zonas alejadas del centro del campo de visién del objetivo (Figura
31). Lo anterior es muy importante, pues si en el futuro se quiere irradiar una zona de manera
uniforme, esta regidn debera estar en el centro del campo de visidn del objetivo.

Figura 31 .- Esquema del cambio en el cono de luz cuando se desplaza la muestra para ensanchar el spot. a) Posicién del
cono de luz del laser enfocado en el sustrato, en la zona inferior del campo de visidn. b) Posicién del cono de luz después
de desplazar el sustrato un Az. En la imagen se observa como el haz de luz continda su camino, pero al estar lejos del
eje Optico su ensanchamiento no es uniforme, pues describe algo parecido a un évalo.

Es de hacerse notar que el dafio fue menos grave que en el caso anterior, aun asi, es severo.
Entonces se tomd la decision de cesar las pruebas de potencias altas a tiempos cortos, esto dado

42



gue en tiempos mas cortos las np no tendran tiempo a responder al campo em de las na, pues la
viscosidad del fluido de inmersién serd un impedimento para el desplazamiento rapido de las np.

Ahora, pasando a las pruebas con tiempos mas largos a potencias mas bajas, se seleccioné una
na del mismo conjunto de antenas anterior (Figura 32 y Figura 33). Se opté por irradiar la misma
na (C19xF18) en varias ocasiones, con el mismo A =1000nm por tiempos de t =2min y con un
desplazamiento Az =—2um, a potencias de 2% (17.5 mW), 3% (26.25 mW), 4% (35 mW) y 5%

(43.75 mW).

Figura 32.- La nano antena C19xF18 se encuentra en la interseccidn de las lineas del sistema Spot-select en el centro de
la imagen. Como en el caso anterior, esta na se escogid por mostrar deterioro avanzado, volviéndola inviable para
posteriores pruebas de excitacion (solo se usé para probar su desgaste a la irradiacidn del laser).

Figura 33.- Acercamiento a la na antes de ser irradiada con 1000 nm a diferentes potencias.

Continuando, se irradia a una potencia y se adquiere una imagen de la na; se irradia de nuevo
con otra potencia y se captura otra imagen; se prosigue de esta manera hasta encontrar una
potencia adecuada para trabajar en los experimentos de excitacién de na. Lo anterior procurando
que la muestra se irradie durante el mismo tiempoy Az.
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Como se observa en la Figura 34, el dafo sobre la na es apenas visible, principalmente en el
brazo derecho. Y lo primero que viene a la mente es la cuestion de por qué la figura que muestra
mas dafo evidente entre el antes y el después es la Figura 34.a, siendo que es la primera que se
irradioé y con menos potencia (17.5 mW). La nocién de que es la na que mas dafio sufrid surge del
cambio que se dio en la zona marcada con la flecha roja, pero este dafio es atribuible al
desprendimiento de una porcidn ya pequefia y dafiada de la na. Se puede ver en las imagenes
subsecuentes (Figura 34.b y Figura 34.c) que aun después de irradiar con 1000 nm al 3% (26.25
mW) y 4% (35 mW), en ambas ocasiones, no hay dafio apreciable en la na. Esto quiza se deba a
gue esa parte especifica de la na ya estd muy dafiada y el oro (del cual estan construidas las na)
qgue se aprecia en la Figura 33 es en realidad una capa finisima que no resistié la primera
acometida del laser.

Figura 34.- Imdgenes de la na después de ser irradiada con diferentes potencias. a) 2% (17.5 mW), la flecha roja apunta a
la zona donde se produjo dafio; b) 3% (26.25 mW); ¢) 4% (35 mW); d) 5% (43.75 mW). La flecha azul apunta a una region
en donde se comienza a ver dafio muy sutil en el brazo derecho de la antena, después de irradiar con 1000 nm a 5%.

En las Figura 34.c y Figura 34.d se observa que cuando se irradié con 5% (43.75 mW), la na
comienza a mostrar signos de deterioro en la zona con la flecha azul. El desgaste es apenas
perceptible, en la Figura 35 se muestra un acercamiento en la zona del desgaste (circulos
amarillos). Lo que apunta a que ya el 5% del laser Chameleon sintonizado en 1000 nm es
demasiado para la na y causard desgaste por ablacién, y aunque lo hace de manera lenta,
supondra un problema en pruebas con tiempos de exposicién largos.
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Figura 35.- Acercamiento a la na: a) Antes de ser irradiada. b) Después de ser irradiada con 1000 nm al 5% (43.75 mW).

Asi, se optd por reducir la potencia del laser y repetir la prueba a 4.5 % (42 mW), t =2min y
Az =—-2um .Y como se puede observar en la Figura 36, no hay evidencia de dafio en la na.

Figura 36.- Comparacion na antes y después de ser irradiada. a) Antes de ser irradiada; b) Después de ser irradiada con
4.5% (39.4 mW). No hay dafios aparentes en la na.

Se aumento el porcentaje de irradiacion, ahora a 4.8% (42 mW), mismo tiempo vy
desplazamiento (Figura 37), e igual que en la prueba anterior la na no muestra sefiales de
deterioro. Con todo lo anterior se ha obtenido una nocién de la potencia que las na son capaces
de resistir, lo cual nos resultara atil cuando hagamos pruebas a tiempos largos.

Figura 37.- Nanoantena antes (a) y después (b) de ser irradiada con 4.8% (42 mW). No hay desgaste aparente.
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4.3 Potencia del laser Chameleon sobre las np

Las pruebas se realizaron en el modo de captura de secuencia de imdgenes, esto para poder
ver el comportamiento en el tiempo de las np, mientras se les irradia. Las pruebas se realizaron de

dos modos principalmente; con la longitud de onda de observacién A, = 543nm solamente, para
observar el comportamiento de las np bajo esta longitud de onda. Y después, con la longitud de
onda excitacion A, =1000nmy la 4, al mismo tiempo, con el mismo propdsito que la vez anterior,

ie., para observar el transcurso del fenémeno en el tiempo, pero se procurara que la 4, esté a una
intensidad que no perturbe las np.

Se irradiaran grupos pequefios de cumulos de np, tanto para simplificar la observacidn como
para acelerar el tiempo de captura. En el sustrato, se escogid una zona adyacente a un conjunto de
na, esto para que éstas actuasen de punto de referencia en el dado caso de que el cimulo de np
bajo observacion se desplazase y saliera del campo de vision (Figura 38).

Figura 38.- Se escogid una zona continua a un conjunto de na, que sirvieron de referencia en el caso de que los cimulos
de np se desplacen en el campo de visidn, pues aparte de las na y algunas marcas oportunas del fabricante, el sustrato
es liso, por lo que se puede llegar a perder el cimulo de np bajo observacion, si este se mueve fuera del campo de
vision.

Se procede a irradiar y observar con 4, al 70%, en un tiempo t = 40s . Se escogio esta potencia

en especifico dado que es la maxima que se usa en la 4, para conseguir buen contraste en las

imagenes. Notese que hay dos cumulos (Figura 39), uno menos denso (flecha roja) que el otro
(flecha azul), esto se hizo a propdsito, para observar la reaccién de dos cumulos de diferentes
densidades a la misma potencia.
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Figura 39.- Cimulos al inicio (a) y al final (b) del proceso de irradiacion. Hay dos cimulos, el sefialado por la flecha azul
es mas denso que el sefialado por la flecha roja. Al final de la prueba se observa que el cimulo mas denso apenas se
movid.

Como se puede observar en la Figura 39, el cambio fue minimo, el cimulo mas denso parece
apenas haberse movido. Entonces se observaran los mismos cimulos mientras son irradiados con

longitudes de onda 4, y 4, al 70% y 0.5%, respectivamente, en un tiempo t = 40s. Se puede ver
de la Figura 40, que en esta ocasidn si hubo cambios, los cimulos dentro de los circulos azul y rojo
se vieron afectados mas que el cimulo dentro del circulo verde. Y aun asi el cimulo dentro del
circulo azul se vio mas alterado que el cumulo delimitado en el circulo rojo, el cual era mas
pequefio, pero al mismo tiempo las np dentro del circulo verde apenas si se vieron afectadas.

Figura 40.- a) Primera imagen tomada a un tiempo t = 2s ; b) Imagen a un tiempo t = 20s ; c) Imagen a un tiempo
t = 40s . Se aprecia como con el pasar del tiempo los cimulos mas grades se ven afectados mas en comparacién de los
chicos. El cimulo dentro del circulo azul se vio alterado mucho mas que el que se encuentra dentro del circulo rojo. Por
otro lado, las np menos densas en el “velo” dentro del circulo verde apenas se vieron afectadas.
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Lo anterior hace pensar que los cimulos mds densos al contener una cantidad mayor de np en
un drea mas pequeiia, permitieron pasar una menor cantidad de la energia del laser hasta el
sustrato y la terminaron por absorber, lo que provocd que se diera un desplazamiento de np.

Enseguida se irradié una zona diferente, pero ahora con 4, y 4, al 70% y 0.2%

respectivamente, durante un tiempo t=6min3s. Como se aprecia en la Figura 41, no hubo
grandes cambios, ni en el cimulo mas denso (circulo azul) ni en las np mas dispersas (circulo rojo).
Lo que hace pensar que esta potencia (0.2%) es segura pues no causd ningiin cambio en ninguno
de los dos cumulos.

Figura 41.- a) Imagen capturada al inicio; b) Imagen capturada al final en el tiempo t = 6 min 30s . En las imagenes se
resaltan dos zonas de interés, un cimulo denso dentro del circulo azul y un grupo de np menos compacto en el circulo
rojo. En ninguno de los dos se observan grandes cambios.

En la Figura 42 se muestran imagenes de los dos mismos cumulos anteriores, con los mismos
4, ¥ U iguales, pero ahora con A, al 0.5%. Y como podemos observar, el cimulo del circulo azul

(el de mayor concentracidn) sufrié deformaciones a lo largo del experimento, lo que nos indica
que A, influyo sobre él. Pero en caso contrario, de nuevo, las np dentro del circulo rojo no

sufrieron casi ninguna deformacion a lo largo de todo el experimento.

En resumen, A, al 70% no altera las np, ni compactas ni dispersas. 4, al 0.2% no afecta a las

dispersas ni a las mas densas. Pero, la misma longitud de onda al 0.5% si altera a los cimulos mas
densos, aunque no a los mas dispersos.
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Figura 42.- a) Imagen tomada al inicio t = 2s ; b) Cimulos a un tiempo t = 1 min 39s; ¢) Cimulos a un tiempo
t =3min16s ; d) Cimulo a un tiempo t =4 min 54s; e) Cimulos a un tiempo t = 6 min 31s.

4.4 Excitacion de Na y respuesta de las Np

Usando la metodologia del capitulo 3.6 Metodologia para la excitacién de Na y observacion de
la respuesta de las Np, y tomando los datos arrojados por los capitulos 4.1, 4.2 y 4.3 procedemos a
hacer pruebas de respuesta de np al campo electromagnético producido por las na. El
experimento se repitid una gran cantidad de veces, aqui veremos solamente los casos mds
representativos y en los que hubo mas comportamiento de parte de las np por razén del campo de
la na excitadas.

Se selecciond el conjunto de na que se aprecia en la Figura 43. En Figura 43.a se aprecia el
conjunto de antenas en un objetivo de 50x, antes de colocar el fluido de inmersiéon con np. En
Figura 43.b se aprecia la primera imagen tomada con el objetivo de 63x después de colocar el
fluido de np (concentracién de 0.625 g/l). En Figura 43.c se pueden observar los cimulos de np
sobre el sustrato después de que el iman de neodimio lleva 1 minuto de colocado. Figura 43.c no
se mejord por medios digitales con la intencién de dar una idea de qué tan dificil es observar sin
usar el iman para reducir la densidad de np entre el objetivo y el sustrato, ademas de que usarlo
ayuda a aumentar la presencia de np sobre las na.
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Figura 43.- a) Sustrato sin aplicar fluido de inmersién con np, observado por un objetivo 50x; b) Sustrato observado a
través del 63x, con las np dispersas, antes de colocar el iman; c) Sustrato a un minuto de colocar el iman.

Después de un t, =3min con el iman, se le dio un tiempo de relajacién t, =5min30s, y

luego se irradié durante un tiempo de t =19min47s, con la longitud de onda de excitacién 4, a
una potencia de 12% (105 mW) y un desplazamiento sobre el eje éptico de Az = 50um . Después

del periodo de irradiancia se prosiguio con la captura del patrén de np resultante. Pero resulta que
hay demasiado en la imagen para apreciar algo sobresaliente, aparte de los tres cimulos grandes

de Figura 44.a que al ser demasiado densos se vieron afectados por el 4, y se precipitaron fuera
del foco de la imagen.

Figura 44.- a) Conjunto de na tal como se aprecia en el software ZEN del microscopio confocal durante el Spot-select
después del tr = 5min 30s de relajacidn. Esas formas parecidas a cometas que se ven en la imagen son los cimulos

densos de np que se formaron por el iman, que se deformaron cuando el iman fue retirado del microscopio; b) Sustrato
después de ser irradiado.



Para lograr apreciar algo es necesario hacer un acercamiento de manera digital en la zona
superior izquierda (Figura 45), en la cual se ve que en las na resaltadas por los circulos azules hubo
una linea de np que queddé atrapada en el centro de dos na (misma figura, inciso b), lo que
concuerda con la teoria, pues el centro entre ambos brazos de las na es donde el campo es mas
fuerte [9]. Sin embargo, parece que estas dos na son las Unicas que exhiben un evidente
comportamiento de haber influenciado con su campo em a las np.

Figura 45.- Ambas imagenes son acercamientos sobre la misma zona; a) Antes de irradiar; b) Después de irradiar. Los
circulos azules encierran las na de interés que lograron “atrapar” una linea de np.

En otra prueba, con una concentracion de np de 0.475 g/l, tiempo de excitacién t =3min,
desplazamiento sobre el eje éptico Az=1150um y A, con una potencia 0.5% (4.38 mW), se

obtuvieron las imagenes de la Figura 46, que como se puede ver en la antena central, las np ahora
se reagruparon de un modo que seguia la simetria de las na. Las np parecen no haber cerrado la
linea de campo de un polo al otro del campo magnético de la na y pareciera que en realidad
vienen de la antena superior central. Pero hay que remarcar un hecho importante, el Az, el cual
fue demasiado grande y generd una deformacion en el fluido de inmersién, como la que se
observa en la Figura 25, lo que supone un movimiento de fluido de inmersiéon cuando el objetivo
regresa a su posicion de observacién y este movimiento podria provocar un reacomodo de las np

después de la irradiacién con A,y antes de poder capturar el resultado.
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Figura 46.- a) na con np antes de ser irradiadas; b) na y np después de ser irradiadas. Se puede apreciar un reacomodo
de np, el cual parece seguir la simetria de las na, pero este podria no ser el reacomodo resultante de la irradiacion, pues
por un numero de factores como el desplazamiento del fluido de inmersién Az, el cual fue demasiado grande, no se
puede estar seguros de que es el verdadero reacomodo resultante de la excitacion de las na.

Ahora, en la Figura 47 se puede ver dos imagenes de esta na a dos tiempos diferentes. Entre la
Figura 47.a (acercamiento de la na central de la Figura 46.b) y la Figura 47.b, hay solo 40 segundos
y sin embargo las np ya muestran signos de estar moviéndose y apartandose de la na (circulo rojo),
esto se debe a que las na entraron en un periodo de relajacion, disminucion del campo em, tan

pronto como se deja de irradiar con 4,. Esto nos sugiere que el fenémeno es dependiente del

tiempo.

Figura 47.- a) Imagen de la na justo después de irradiar, con las np claramente superpuestas; b) 40 segundos después,
las np se han desplazado y ya no estan por encima de la na, dicho de otro modo, hubo un desplazamiento de las np

cuando se dejoé de irradiar con g .



5 Conclusiones

Con base a lo observado en el andlisis de resultados, se puede concluir de manera fehaciente
gue es posible observar el reacomodo resultante de np al ser sometidas al campo magnético
derivado de excitar na tipo bowtie con una longitud de onda de 1000 nm, aun con impedimentos
tales como no poder controlar la densidad de np en la superficie del sustrato de una manera mas
precisa, pues el iman involucra demasiados inconvenientes al momento de colocarlo y retirarlo,
pues aun la naturaleza del movimiento al retirarlo (hacia arriba o de lado) cambiara la distribucidn
de np sobre el sustrato y podria dejar cimulos enormes (como los vistos en la Figura 44.c). Lo
anterior dificulta de varias maneras el experimento, pues no permite la radiacién de la zona,
fomenta la formacidn de cimulos mas grandes, y como se vio en la Seccién 3.5 Determinacién de
la potencia del laser Chameleon sobre las nanoparticulas, estos cimulos responderan mas al laser
de excitacion que al campo de las na. Ademas, el iman por ser una alteracién de naturaleza
mecanica en la platina del microscopio involucra inconvenientes como el desplazamiento de foco y
posible desplazamiento de campo de visidon, por mencionar algunos. Las na en cuanto forman
cumulos empiezan a manifestar una tendencia a precipitarse o a formar cimulos mas grandes con
las np vecinas, lo cual supone un problema pues cuando las np quedan atrapadas en las na por el
campo que estas generan debido a la excitacidn dptica, forman cimulos que se van haciendo mds
densos, y cuando la longitud de onda de excitacidon es retirada dichos cumulos comienzan a
desplazarse de su posicidon resultante del campo de las na. Esto significa que la velocidad de
captura de imagenes después de irradiar es un tema a tener en cuenta, pues es mejor sacrificar un
poco de calidad de las imagenes, con tal de conseguir una imagen lo mds cercana posible al
fenémeno real.

La concentracion de np es un tema de vital importancia: si la densidad es demasiado baja el
fendmeno no sera observable pues las na no tendran suficientes np en sus inmediaciones. Pero, si
la densidad es demasiado alta surge un abanico de problemas tales como, que los cumulos
formados seran demasiado densos para reaccionar al campo em de las na, o bien los grupos mas
densos de np podrian reaccionar al haz de excitacidn y precipitarse hacia el objetivo, o absorber el
haz de excitacién y no permitir que la radiacién llegue al sustrato y por lo tanto negando el efecto
por completo. Para mejorar la respuesta de las np al campo em de las na seria recomendable usar
una longitud de onda mas cercana a la de resonancia de las na, al igual que usar un haz polarizado
a 45°. Y dado que es crucial para el correcto funcionamiento del experimento, un método mas
eficiente y controlable para aproximar las np al sustrato y a las na.

Habiendo realizado todas las pruebas de concepto se puede concluir que la hipdtesis tema de
esta Tesis, a saber, que es posible observar radicacion de campo electromagnético inducido por la
irradiacién dptica en las na, es factible, un hecho que se demostré usando np de éxido de fierro
cuyo comportamiento magnético respondio sin duda alguna al campo em de las na.
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